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Hybridization-Based Nucleic Acid Amplification Test terhadap
ABSTRACT
Tuberculosis remains a serious global health problem despite the widespread use of the vaccine against tuberculosis (TB). Up to now, the only available TB vaccine, Mycobacterium bovis BCG has a very wide efficacy range from 0 until 80 percent protection so the development of a new vaccine is needed. The new protein as a candidate vaccine should be assessed for their immunogenicity. The purpose of this study was to examine whether Mycobacterium tuberculosis 38 kDa recombinant protein could stimulate a cellular immune response especially CD3 + T lymphocytes to express IL-2 and IL-4 in PBMC cultures. An experimental laboratory research on cultured PBMC of 3 groups consisting of TB patients, contacts of TB positive and healthy subjects, each group consisted of 8 subjects. All PBMC cultures were induced by Mycobacterium tuberculosis 38 kDa recombinant protein, Purified Protein Derivative (PPD) and without antigen as a control. Expression of IL-2 and IL-4 CD3 + T lymphocytes was measured with flowcytometry. In healthy volunteers and TB contacts there was a significant difference in the expression of IL-2 and IL-4 CD3 + T lymphocytes compared with no any treatment. The highest IL-2 expression was in healthy subjects [8.13 (0.622)] while the highest expression of IL-4 was in TB patients [6.436 (4.586)]. Mycobacterium tuberculosis 38 kDa recombinant protein could induce the expression of IL-2 and IL-4 of CD3 + T lymphocytes in healthy subjects, TB contacts and TB patients and there were a significance differences in the expression of all groups.
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ABSTRAK
Tuberkulosis merupakan permasalahan kesehatan global yang berat di samping luasnya penggunaan vaksin terhadap tuberkulosis. Saat ini satu-satunya vaksin yang tersedia adalah BCG Mycobacterium bovis, kemanjurannya antara 0-80%, sehingga perlu dikembangkan vaksin baru. Protein baru kandidat vaksin harus diuji imunogenisitasnya. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui bahwa protein rekombinan 38 kDa Mycobacterium tuberculosis dapat merangsang respons imun seluler khususnya limfosit T CD3+ lewat penentuan ekspresi IL-2 dan IL-4 pada kultur PBMC. Penelitian percobaan laboratoris pada kultur PBMC dari tiga (3) kelompok, yaitu: pasien TB, bersentuhan dengan pengidap TB positif dan subjek sehat; dan setiap kelompok tersebut terdiri dari delapan (8) subjek. Semua kultur PBMC diimbas dengan protein penggabungan ulang 38 kDa Mycobacterium tuberculosis, Purified Protein Derivative (PPD) dan tanpa antigen sebagai pembanding. Ekspresi IL-2 dan IL-4 limfosit T CD3 + diukur dengan flowcytometry. Di subjek sehat dan yang bersentuhan dengan pengidap TB terdapat perbedaan bermakna dalam ekspresi IL-2 dan IL-4 limfosit T dibandingkan dengan kelompok tanpa perlakuan. Ekspresi IL-2 tertinggi terdapat di subjek sehat [8,13 (0,622) ], sedangkan yang terkait IL-4 tertinggi terdapat di pasien TB [6,436 (4,586) ]. Protein 38 kDa rekombinan Mycobacterium tuberculosis dapat mengimbas ekspresi IL-2 dan IL-4 limfosit T CD3 + di subjek sehat yang bersentuhan dan pasien TB, selain itu terdapat perbedaan bermakna pada ekspresinya di semua kelompok. 
PENDAHULUAN
Tuberkulosis (TB) merupakan masalah kesehatan masyarakat yang penting di dunia. Pada tahun 1992, WHO telah mencanangkan TB sebagai Global Emergency. Tuberkulosis menyebabkan kesehatan yang buruk di antara jutaan orang setiap tahun dan merupakan penyebab utama kematian ke-2 akibat penyakit menular di seluruh dunia, setelah Human Immunodeficiency Virus (HIV). Saat ini Indonesia menempati urutan ke-4 untuk kejadian tertinggi setelah negara India, Cina dan Afrika Selatan, yaitu antara sebesar 0,4-0,5 juta. 1 Salah satu pencegahan terhadap penyakit tuberkulosis adalah dengan vaksinasi. Vaksin TB yang sering dan telah lama digunakan adalah Bacille Calmette Guerin (BCG). Namun demikian, ketepatgunaan vaksin BCG terhadap TB paru sangat beragam, yaitu mulai tidak ada perlindungan sampai 80% perlindungan. 2 Adapun ketepatgunaan tertinggi BCG dilaporkan ketika vaksin tersebut diberikan kepada bayi baru lahir, tetapi akan menurun pada masa waktu antara 10-15 tahun, sedangkan pada usia dewasa, tidak mampu mencegah TB. 3 Keberadaan keragaman ketepatgunaan BCG ini, merupakan masalah penting, terutama di negara berkembang dengan jumlah penyakit TB yang tinggi. 2 Salah satu penyebab ketepatgunaan BCG yang kurang karena ada perbedaan galur Mycobacterium. Vaksin BCG merupakan vaksin yang berasal dari galur M.bovis yang dilemahkan, sedangkan Tuberkulosis disebabkan oleh M.tuberculosis. 4 Dengan pemahaman tentang mekanisme sistem imun yang semakin berkembang, maka strategi pembuatan vaksin TB yang lebih baik dan tepat guna akan tertingkatkan. Strategi vaksinasi TB yang paling tepat guna adalah bahan dapat merangsang respons imun yang diperantarai oleh sel T, untuk menghasilkan sitokin, seperti: Interleukin-2, Interferon gamma (IFN-γ) dan Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α), sel T sitotoksik, serta antibodi terhadap antigen khas terkait bakteri penyebab penyakit. 2, 5 Interleukin-2 (IL-2) merupakan salah satu sitokin proinflamasi yang dihasilkan oleh limfosit T terutama sel T CD4 + , berperan penting dalam membangkitkan respons kekebalan terhadap TB, 6 sedangkan Interleukin-4 (IL-4) adalah salah satu sitokin antiinflamasi yang dihasilkan terutama oleh sel T CD4 + Th2. Bahan tersebut berperan menghambat hasilan atau dampak sitokin proinflamasi di TB. 7, 8 CD3 + merupakan kompleks protein yang terdapat di semua perkembangan limfosit T tertentu, sehingga di populasi sel limfosit T CD3 + juga meliputi limfosit T CD4 + dan CD8 + . 9, 10 Saat ini, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya telah mampu mengembangkan salah satu kandidat vaksin subunit yaitu antigen (Ag) rekombinan 38 kDa M.tuberculosis dengan sistem heterolog, yaitu dengan cara gen pab dari M.tuberculosis galur lokal diklon dan diekspresikan di E. coli DH5α. 11 Antigen ini belum diuji kemampuannya dalam mengimbas respons imun yang diperantarai sel T untuk menghasilkan sitokin, dalam hal ini IL-2 dan IL-4.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui bahwa protein rekombinan 38 kDa M.tuberculosis dapat mengimbas ekspresi IL-2 dan IL-4 limfosit T CD3 + pada kultur PBMC pasien TB, kontak pengidap TB positif dan subjek sehat lewat penentuannya. Dan juga untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan gambaran di ketiga kelompok penelitian tersebut.
METODE
Penelitian ini merupakan kajian true experimental laboratory pada kultur PBMC dari pasien TB, kontak dengan pengidap TB positif dan pembanding orang yang sehat. Mereka mendapatkan pemberian protein rekombinan 38 kDa M.tuberculosis dan PPD sebagai pembandingnya dan kemudian diukur ekspresi interleukin-2 dan interleukin-4 di limfosit T CD3+. Penelitian ini dilakukan di Instalasi Rawat Jalan SMF Paru Rumah Sakit Umum Dr. Saiful Anwar Malang dan untuk kultur PBMC dan pemeriksaan ekspresi sitokin di limfosit dilakukan di laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang yang dilaksanakan antara bulan Agustus-Desember 2013.
Patokan umum kesertaan terdiri dari pasien yang berusia antara 18−50 tahun, subjek penelitian harus seronegatif terhadap HIV, glukosa darah, fungsi hati dan ginjal normal, mereka yang terinfeksi di paru dan tempat lain disingkirkan. Disertakan pula mereka yang tidak dalam pengobatan steroid atau imunosupresan dan bersedia ikut penelitian dengan menandatangani surat persetujuan tindakan. Patokan kesertaan pasien TB adalah pengidap TB paru dengan BTA positif yang belum pernah mendapat OAT golongan I atau yang mendapatkan pengobatan kurang dari satu (1) bulan. Patokan kesertaan kontak TB meliputi orang sehat yang tidak bergejala, tanda dan riwayat TB dan telah bersentuhan dengan pasien TB selama lebih dari enam (6) bulan dan pada pemeriksaan BTA dahak negatif, uji Mantoux positif dan foto dada normal. Sedangkan patokan kesertaan subjek sehat meliputi mereka yang tidak bergejala, tanda dan riwayat TB, tidak pernah bersentuhan dengan pasien TB dan pada pemeriksaan BTA dahak negatif, uji Mantoux negatif dan foto dada normal.
Patokan tidak disertakan meliputi pasien: TB-HIV, kultur MDR TB positif, pengidap TB ekstra paru saja tanpa terkait paru, yang bersangkutan sedang hamil, mengidap penyakit ikutan lain seperti: keganasan, diabetes, penyakit kardiovaskular berat, infeksi berat (pneumonia, malaria dll).
Sampel darah vena ketiga kelompok diisolasi PBMCnya masing-masing sebanyak 10 6 (setelah dihitung dengan hematologic analyzer) dalam 100 uL IMDM kemudian dikultur dengan tiga (3) perlakuan yaitu: tidak diberi antigen, diberi protein gabungan ulang M.tb 38 kDa dan PPD. Kultur diinkubasi selama 72 jam, PBMC dikultur dalam inkubator 37°C 5% CO 2 enam (6) jam sebelum dipanen diberikan Brefeldin A (Golgiplug) 10 μg/mL, kemudian dilakukan pengecatan dengan petanda CD3 + , IL-2 dan IL-4 dan selanjutnya diperiksa dengan flowcytometry.
Pada pembacaan flowcytometry, setelah pellet PBMC selnya dicat baik dengan cell surface marker (CD3 + marker) maupun dengan cytoplasmic marker (IL-2 dan IL-4 marker) kemudian dipindahkan ke kuvet baca. Selanjutnya dibuat jalan masuk di gate limfosit dan sesudah itu pembacaan ekspresi limfosit T CD3+ yang mengekspresikan IL-2 dan IL-4. Ekspresi diperlihatkan dalam persentase.
Analisis data hasil meneliti menggunakan One way ANOVA setelah diuji normalitas dan homogenitas, yaitu metode analisis statistik tergolong perbandingan antara lebih dari dua rerata. Untuk melihat perbedaan ekspresi sitokin IL-2 dan IL-4 di setiap kelompok dilakukan dengan uji Post Hoc (Tukey's Test). Nilai p dianggap bermakna apabila p<0,05 (uji Tukey).
HASIL DAN PEMBAHASAN
Penelitian ini melibatkan 24 subjek penelitian yang terdiri dari masing-masing delapan (8) orang: mereka yang sehat, kontak dengan pengidap TB dan 8 yang terkait TB paru. Kelompok tersebut telah memenuhi patokan kesertaan dan tidak disertakan. Dari keseluruhan sampel yang diperoleh, di kelompok sehat dan kontak TB didapatkan jumlah laki-laki sama banyak dengan perempuan, yaitu sejumlah empat (4) orang, sedangkan di pasien TB didapatkan jumlah laki-laki (lima/5 orang) lebih banyak daripada perempuan (tiga/3 orang). Di kelompok usia tertunjuk bahwa di kelompok sehat dan pasien TB terbanyak terdapat di kumpulan yang berusia antara 21-30 tahun masing-masing sebanyak tujuh (7) dan enam (6) orang. Sedangkan di kelompok yang bersentuhan TB terbanyak terdapat di kumpulan yang berusia antara 31−40 tahun, yaitu sebanyak lima (5) Hasil memeriksa ekspresi IL-2 dan IL-4 limfosit T CD3 + dengan flowcytometry di kelompok sehat disajikan di Tabel 1.
Berdasarkan tabel tersebut didapatkan bahwa di kelompok sehat terdapat perbedaan bermakna ekspresi IL-2 dan IL-4 limfosit T CD3 + . Dengan analisis uji Tukey, selanjutnya didapatkan ekspresi IL-2 pada perlakuan pemberian antigen rekombinan 38 kDa Mtb memiliki perbedaan bermakna (p=0,000) dengan tanpa antigen yaitu bernilai lebih tinggi, sedangkan bila dibandingkan dengan pemberian PPD juga bernilai tetap lebih tinggi walaupun tidak bermakna (p=0,09). Demikian juga pada tolok ukur IL-4 pada perlakuan pemberian antigen rekombinan 38 kDa memiliki perbedaan bermakna (0,04) dengan tanpa antigen. Yaitu bernilai lebih rendah, sedangkan bila dibandingkan dengan pemberian PPD tidak didapatkan perbedaan yang bermakna (p=0,973).
Hasil memeriksa ekspresi IL-2 dan IL-4 limfosit T CD3 + dengan flowcytometry di kelompok kontak pengidap TB disajikan di Tabel 2.
Berdasarkan tabel di atas didapatkan bahwa di kelompok kontak pengidap TB terdapat perbedaan bermakna di ekspresi IL-2 dan IL-4 limfosit T CD3 + . Dengan analisis uji Tukey lebih lanjut didapatkan ekspresi IL-2 limfosit T CD3 + pada perlakuan pemberian protein rekombinan 38 kDa dan memiliki perbedaan bermakna (p=0,04) dengan tanpa antigen, yaitu bernilai lebih tinggi, sedangkan bila dibandingkan dengan pemberian PPD tidak didapatkan perbedaan bermakna (p=0,816). Demikian juga di ekspresi IL-4 limfosit T CD3 + pada perlakuan pemberian antigen rekombinan 38 kDa memiliki perbedaan bermakna (p=0,01) dengan tanpa antigen yaitu bernilai lebih rendah. Apabila dibandingkan dengan pemberian PPD tidak didapatkan perbedaan bermakna (p=0,771).
Hasil memeriksa ekspresi IL-2 dan IL-4 limfosit T CD3 + dengan flowcytometry di pasien TB disajikan di Tabel 3.
Berdasarkan tabel di atas didapatkan bahwa di kelompok pasien TB tidak terdapat perbedaan bermakna di ekspresi IL-2 maupun IL-4 limfosit T CD3 + baik pada perlakuan pemberian protein rekombinan 38 kDa, PPD maupun tanpa pemberian antigen.
Hasil memeriksa ekspresi IL-2 dan IL-4 limfosit CD3 + dengan flowcytometry pada perlakuan pemberian antigen rekombinan 38 kDa M.tb disajikan di Tabel 4. 
SIMPULAN DAN SARAN
Berdasarkan telitian ini, dapat disimpulkan bahwa protein rekombinan 38 kDa M.tb dapat merangsang ekspresi IL-2 dan IL-4 limfosit T CD3 + di subjek yang sehat, kontak TB dan pasien TB. Di samping itu terdapat perbedaan ekspresi di ketiga kelompok tersebut. Ekspresi IL-2 limfosit T CD3 + tertinggi terdapat di subjek yang sehat, sedangkan ekspresi IL-4 limfosit T CD3 + tertinggi terdapat di pasien TB.
Sehubungan terdapat keterbatasan yang ditemukan, maka kajian lebih lanjut perlu dilakukan, yaitu: Penilaian respons limfosit T terhadap pemberian protein rekombinan 38 kDa M.tb galur lokal untuk mengetahui peluang bentuk imunogenitasnya, maka lebih baik dilanjutkan dengan penelitian yang lebih khas di respons limfosit T CD4+ maupun yang T CD8+; Uji bentuk imunogenitas akibat pemberian protein rekombinan 38 kDa M.tb galur lokal terhadap kejadian ekspresi limfosit pada kultur PBMC untuk mengetahui kemungkinannya dalam mengekspresikan IL-2 dan IL-4 sebaiknya dilakukan dengan masa kultur berbeda untuk mendapatkan hasil yang terbaik.
DAFTAR PUSTAKA
